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Введение. Одно из проявлений пролиферации опухолевых клеток при остром миелоидном лейкозе (ОМл) – лейко-
цитоз. В работе мы оцениваем ассоциацию отдельных мутаций с лейкоцитозом, а также их суммарный вклад в раз-
витие лейкоцитоза при ОМл. полученные результаты помогут лучше понять патогенетический механизм развития 
лейкоцитоза при ОМл.
Цель исследования – изучить генетический ландшафт ОМл, протекающих с лейкоцитозом.
Материалы и методы. Ретроспективно были исследованы лабораторные данные 214 пациентов с ОМл, наблюдав-
шихся в НМИц гематологии (Москва) с 2010 по 2022 г. для выявления мутаций генов FLT3, NPM1, CEBPA, IDH1 / 2, 
DNMT3A, TET2, химерных транскриптов CBFB::MYH11 и RUNX1::RUNX1T1 использовали полимеразную цепную реакцию 
в реальном времени, капиллярный электрофорез и секвенирование нового поколения (next generation sequencing, 
ngs).
Результаты. Мутации гена FLT3 (отношение шансов 5,45; p <0,0001), inv(16) / CBFB::MYH11 (отношение шансов 10,03; 
p = 0,0009) в наибольшей степени ассоциированы с лейкоцитозом >30 × 109 / л в дебюте ОМл. Транслокация t(8;21) / 
 RUNX1::RUNX1T1 и неблагоприятные цитогенетические нарушения, такие как -5 / del(5q), -7 / del(7q), -17 / abn(17p), 
комплексный и моносомный кариотип, статистически значимо ассоциированы с количеством лейкоцитов <30 × 109 / л 
на момент манифестации заболевания (p <0,0001). у пациентов группы промежуточного цитогенетического риска 
только с мутациями генов эпигенетических факторов IDH1 / 2, DNMT3A и TET2 было статистически значимо ниже 
количество лейкоцитов в дебюте ОМл, тогда как наиболее выраженные лейкоцитозы наблюдались у пациентов, 
имеющих сочетание драйверных мутаций, мутаций генов эпигенетических факторов IDH1 / 2, DNMT3A, TET2 и мутаций 
FLT3, NPM1, CEBPA.
Заключение. помимо различного влияния отдельных генетических и цитогенетических нарушений на пролифера-
тивный потенциал опухолевых клеток существует суммарный вклад разного типа генетических событий в развитие 
лейкоцитоза при ОМл. Высокие уровни лейкоцитов на момент манифестации ОМл у пациентов с промежуточным 
цитогенетическим риском могут служить косвенным маркером наличия большого количества генетических аберра-
ций и сочетания мутаций генов эпигенетических факторов IDH1 / 2, DNMT3A, TET2 и мутаций FLT3, NPM1, CEBPA.

Ключевые слова: острый миелоидный лейкоз, лейкоцитоз, мутационный профиль, мутации эпигенетических фак-
торов, химерный транскрипт, FLT3, NPM1, CEBPA
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Current basic research in practical medicine

Background. tumor cell proliferation in acute myeloid leukemia (aml) may manifest with high leukocyte counts. 
in our work, we evaluate the association of high leukocyte counts with individual mutations, as well as their total con-
tribution to the development of leukocytosis in aml. the results obtained should improve our understanding of patho-
genic mechanisms leading to the leukocytosis in aml.
Aim. to study the genetic landscape of aml with leukocytosis.
Materials and methods. the laboratory data of 214 aml patients admitted to the national medical research center for 
Hematology (moscow) from 2010 to 2022 were retrospectively examined. real-time pcr, capillary electrophoresis and 
ngs (next generation sequencing) methods were used to detect mutations of FLT3, NPM1, CEBPA, IDH1 / 2, DNMT3A, TET2 
genes, and CBFB::MYH11, RUNX1::RUNX1T1 chimeric gene transcripts.
Results. mutations of the FLT3 gene (odds ratio 5.45; p <0.0001), inv(16) / CBFB::MYH11 (odds ratio 10.03; p = 0.0009) are 
most associated with leukocyte counts higher than 30 × 109 / l in the debut of aml. translocation t(8;21) / RUNX1::RUNX1T1 
and adverse cytogenetic aberrations, such as -5 / del(5q); -7 / del(7q); -17 / abn(17p), complex and monosomic karyo-
type were significantly associated with leukocyte counts lower than 30 × 109 / l at the time of disease manifestation 
(p <0.0001). in the group of patients with intermediate cytogenetic risk bearing only IDH1 / 2, DNMT3A, and TET2 gene 
mutations, leukocyte counts at aml debut were significantly lower, whereas the most pronounced leukocytosis was 
observed in patients with a combination of driver mutations with IDH1 / 2, DNMT3A, and TET2 gene mutations or FLT3, 
NPM1, and CEBPA gene mutations.
Conclusion. in addition to the individual effect of certain genetic lesions and cytogenetic aberrations on the prolife-
rative potential of tumor cells, there is a total contribution of various types of genetic events to the development  
of leukocytosis in aml. High leukocyte counts at the time of aml manifestation in patients with intermediate cytoge-
netic risk can serve as an indirect marker of the presence of a large number of genetic aberrations with a combination 
of IDH1 / 2, DNMT3A, and TET2 gene mutations or FLT3, NPM1, and CEBPA gene mutations.

Keywords: acute myeloid leukemia, leukocytosis, mutational profile, mutations of epigenetic factors, chimeric tran-
scripts, FLT3, NPM1, CEBPA
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Введение
Острый миелоидный лейкоз (ОМЛ) – наиболее 

распространенный острый лейкоз среди взрослых. За
болеваемость в России достигает 1,32 случая на 100 тыс. 
населения [1]. Патофизиология заболевания связана 
с цитогенетическими аномалиями, генными мутаци
ями и аберрантной экспрессией генов. ОМЛ – фено
типически и генетически гетерогенное заболевание.

Современная классификация Всемирной органи
зации здравоохранения (2022) подразделяет ОМЛ 
на отдельные нозологические группы в зависимости 
от цитогенетических и молекулярногенетических ано
малий [2]. Молекулярногенетические особенности 
ОМЛ лежат в основе стратификации больных на группы 
риска и определения тактики лечения (табл. 1) [3].

Такие хромосомные аберрации, как t(6;9)(p23;q34.1), 
DEK::NUP214, моносомный кариотип, 5 / del(5q), 7/del(7q), 
17 / abn(17p), inv(3)(q21.3q26.2) / t(3;3)(q21.3;q26.2), 
транслокации с участием гена KMT2A (MLL), кроме 
t(9;11)(p21.3;q23.3), t(9;22)(q34.1;q11.2) / BCR::ABL1, 
комплексный кариотип, мутации в генах RUNX1, TP53, 
ASXL1 являются факторами неблагоприятного прогноза. 
Наоборот, наличие таких хромосомных аномалий, как 
t(8;21)(q22;q22) / RUNX1::RUNX1T1 и inv(16)(p13.1q22) / 
 t(16;16)(p13.1;q22) / CBFB::MYH11, определяет благо
приятный прогноз [3–6].

Если при цитогенетическом исследовании опре
деляются аномалии промежуточного риска или нор
мальный кариотип, то группу прогноза определяют 
по мутациям в генах FLT3, NPM1, CEBPA, RUNX1, 

ASXL1, TP53 (см. табл. 1). Наличие мутации NPM1 или 
биаллельной мутации CEBPA позволяет отнести паци
ента в группу благоприятного риска, однако мутации 
FLT3-ITD (внутренняя тандемная дупликация) ухуд
шают прогноз пациента, так как ассоциированы с вы
соким риском развития рецидива [7–9].

При стратификации пациентов на группы риска 
имеет значение не только наличие мутации FLT3-ITD, 
но и величина аллельного отношения мутантного ти
па к «дикому», которая отражает количество клеток 
с мутацией или мутантного аллеля [10–12]. При ал
лельной нагрузке ˃0,5 (FLT3-ITDhigh) и отсутствии му
тации NPM1 прогноз определяется как неблагоприят
ный [13, 14].

Основные принципы классификации были пере
несены в новую классификацию групп риска ОМЛ 
ELN (2022), в которой спектр мутаций неблагоприят
ного прогноза существенно расширился [15]. Несмотря 
на это, множество мутационных изменений и их соче
таний, этапность их возникновения, а также большое 
количество других клиниколабораторных прогности
ческих факторов при ОМЛ не может вместить ни одна 
из современных классификаций. В настоящее время 
очевидно, что в гемопоэтических стволовых клетках воз
никают различные типы мутаций, которые дополняют 
друг друга и взаимодействуют в лейкемогенезе [16, 17].

В последние годы мутации делят на несколько 
больших функциональных типов:

• мутации I типа, обеспечивающие пролиферацию 
и жизнеспособность опухолевых клеток. Это мутации 
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Таблица 1. Молекулярно-генетическая стратификация больных острым миелоидным лейкозом по группам риска ELN (2017) [3]

Table 1. 2017 ELN risk stratification of AML patients by genetics [3]

Генетическая группа 
Genetic group

Описание 
description

Благоприятная 
Favorable

• t(8;21)(q22;q22), RUNX1::RUNX1T1
• inv(16)(p13.1q22), t(16;16)(p13.1;q22), CBFB::MYH11
• Мутация NPM1 без FLT3-ITD или с FLT3-ITDlow

• Биаллельная мутация CEBPA 
• t(8;21)(q22;q22), RUNX1::RUNX1T1 
• inv(16)(p13.1q22), t(16;16)(p13.1;q22), CBFB::MYH11 
• NPM1 mutation without FLT3-ITD or with FLT3-ITDlow 
• Biallelic CEBPA mutation

Промежуточная 
Intermediate

• Мутация NPM1 и FLT3-ITDhigh

• «Дикий» тип NPM1 без FLT3-ITD или с FLT3-ITDlow 
    (без генетических нарушений, относящихся к неблагоприятным)
• t(9;11)(p21.3;q23.3), MLLT3::KMT2A
• Цитогенетические аномалии, не классифицируемые как благоприятные или неблагоприятные 
• NPM1 mutation with FLT3-ITDhigh 
• NPM1 wild type without FLT3-ITD or with FLT3-ITDlow (no unfavorable genetic aberrations) 
• t(9;11)(p21.3;q23.3), MLLT3::KMT2A 
• Cytogenetic abnormalities not classified as favorable or unfavorable

Неблагоприятная 
Unfavorable

• t(6;9)(p23;q34.1), DEK::NUP214
• t(v;11q23.3), перестройка KMT2A
• t(9;22)(q34.1;q11.2), BCR::ABL1
• inv(3)(q21.3q26.2), t(3;3)(q21.3;q26.2), GATA2::MECOM(EVI1)
•5 / del(5q), 7/del(7q), 17 / abn(17p)
• Комплексный кариотип, моносомный кариотип 
• «Дикий» тип NPM1 и FLT3ITDhigh 
• Мутация RUNX1, ASXL1, TP5  
• t(6;9)(p23;q34.1), DEK::NUP214 
• t(v;11q23.3), KMT2A rearrangement 
• t(9;22)(q34.1;q11.2), BCR::ABL1 
• inv(3)(q21.3q26.2), t(3;3)(q21.3;q26.2), GATA2::MECOM(EVI1) 
•5 / del(5q), 7/del(7q), 17 / abn(17p) 
• Complex karyotype, monosomic karyotype 
• NPM1 wild type and FLT3-ITDhigh 
• RUNX1, ASXL1, TP53 mutation

генов сигнальных путей (FLT3, c-KIT, NRAS / KRAS, 
NOTCH1 / 2, PTPN1, CBL и др.);

• мутации II типа, влияющие на дифференцировку 
и апоптоз клеток (CEBPA, GATA1 / 2, RUNX1, NPM1, 
TP53, а также гены, возникшие путем слияния: 
MLL(KMT2A)-r, CBFB::MYH11, RUNX1::RUNX1T1, 
PML::RARA и др.);

• мутации III типа – мутации в генах эпигенетиче
ской регуляции / модификации (IDH1, IDH2, 
DNMT3A, TET2, HDACs, WT1, UTX, EZH2, ASXL1, 
BCOR, MLL-PTD и др.).
В отдельные группы относят мутации в генах, ко

дирующих белки РНКсплайсинга (SRSF2, SF3B1, 
U2AF1, ZRSR2, U2AF2 и др.) и белки когезина – ком
плекса, участвующего в делении сестринских хроматид 
(STAG2, RAD21, SMC3 и др.), белки клеточной адгезии 
(кадгерины, интегрины), ICAMs, CXCR4 и др. [18–20].

Многолетние исследования привели нас к пони
манию, что процесс приобретения мутаций гемопо
этической стволовой клеткой носит последовательный 
характер. Ученым удалось выделить прелейкемическую 
стадию развития ОМЛ, так называемую прелейкемию. 

Данный термин был впервые использован в 1953 г. 
M. Block и соавт. и обозначал заболевания, которые 
мы сейчас относим к миелодиспластическим синдро
мам [21]. Сегодня  термином «прелейкемия» принято 
называть цепочку любых мутационных событий, ко
торые предшествуют, а главное – способствуют раз
витию острого лейкоза [22, 23]. Первичные (прелей
кемические) мутации – это, как правило, мутации 
эпигенетических регуляторов (III типа), которые сдви
гают пролиферативную активность гемопоэтических 
стволовых клеток в сторону самообновления, что при
водит к накоплению патологического клона в костном 
мозге и периферической крови; последующие мутации 
I и II типов, драйверные мутации, непосредственно 
вызывают развитие острого лейкоза (рис. 1) [24–26]. 
Классическая теория «двух ударов» А. Кнудсона ока
зывается лишь частично верной для ОМЛ, так как су
щественно большее количество мутационных событий 
и гетерогенный состав опухоли говорят о «многоудар
ном» процессе онкогенной трансформации при ОМЛ.

К наиболее частым прелейкемическим мутациям 
при ОМЛ относят мутации генов DNMT3A (15–25 %), 
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TET2 (8–12 %), IDH1 (8–19 %), IDH2 (7–14 %) [6, 15, 
16]. Мутации DNMT3A и TET2 играют ведущую роль 
в структуре клонального гемопоэза у пожилых людей 
[27]. Наиболее частые драйверные мутации при ОМЛ – 
это инверсии и транслокации с образованием химерных 
транскриптов CBFB::MYH11 (5–8 %), RUNX1::RUNX1T1 
(4–5 %), мутации с тандемной дупликацией гена FLT3 
(FLT3-ITD) (20–5 %) или аминокислотной заменой 
в киназном домене рецептора FLT3 (FLT3-TKD) (5–
7 %), мутации генов NPM1 (27–35 %) и CEBPA (5–6 %) 
[15, 16]. Известна частая ассоциация мутаций IDH1 / 2, 
DNMT3A, FLT3, NPM1 [6].

Одно из проявлений пролиферации опухолевых 
клеток при ОМЛ – лейкоцитоз – возникновение боль
шого количества лейкоцитов в периферической крови, 
в первую очередь за счет незрелых, бластных клеток. 
Разные авторы определяют гиперлейкоцитоз как аб
солютное количество лейкоцитов >100 × 109 / л при ОМЛ 
и ˃50 ×109 / л при остром промиелоцитарном лейкозе. 
Гиперлейкоцитоз ухудшает прогноз пациента, посколь
ку запускает ряд патогенетических механизмов и может 
приводить к ДВСсиндрому, лейкостазу и синдрому 
лизиса опухоли [28–31]. При лейкоцитозе >30 × 109 / л 
пациентам показано проведение профилактики ней
ролейкемии [1]. На сегодняшний день доказана связь 
некоторых генетических событий с развитием гипер
лейкоцитоза и лейкоцитоза при ОМЛ. Показано, 
что среди пациентов с гиперлейкоцитозом / лейкоци
тозом чаще встречаются больные с миеломоноцитар
ным подтипом лейкоза, мутациями NPM1 и FLT3-ITD, 
инверсией хромосомы 16, а также с хромосомной ано
малией 11q23 [8, 32–34]. С другой стороны, в целом 
ряде исследований показано отрицательное влияние 
гиперлейкоцитоза и лейкоцитоза на долгосрочные по
казатели выживаемости при ОМЛ как в общей когор
те пациентов, так и в группе благоприятного / проме
жуточного риска [8, 33–36].

Поскольку патогенез лейкоцитоза при ОМЛ оста
ется объектом пристального научного внимания, мы 
исследовали генетический профиль ОМЛ, протека
ющих с лейкоцитозом.

Цель исследования – оценка ассоциации лейкоци
тоза с наиболее частыми цитогенетическими и гене
тическими аномалиями.

Материалы и методы
Пациенты. В исследование включен материал 214 па

циентов с ОМЛ, наблюдавшихся в НМИЦ гематологии 
(Москва) с 2010 по 2022 г. Возраст пациентов составил 
18–75 лет, медиана – 44 года.

Критерии включения: подтвержденный ОМЛ, кро
ме острого промиелоцитарного лейкоза, наличие дан
ных цитогенетического исследования, молекулярно
генетического исследования генов FLT3, NPM1, CEBPA, 
IDH1 / 2, DNMT3A и TET2 или обнаруженные химерные 
транскрипты CBFB::MYH11 и RUNX1::RUNX1T1 или на
личие архивных образцов ДНК и РНК, позволяющих 
выполнить исследования данных мутаций. Группы 
благоприятного, промежуточного, неблагоприятного 
риска определяли по классификации ELN (2017) [3]. 
За лейкоцитоз принимали содержание лейкоцитов 
в периферической крови >30 × 109 / л на момент мани
фестации заболевания. Клиниколабораторная харак
теристика пациентов представлена в табл. 2.

Исследование мутаций генов IDH1 / 2,  DNMT3A, 
FLT3-TKD методом аллель-специфичной полимеразной 
цепной реакции. Точечные мутации генов DNMT3A 
(p.R882H / C / S / P / L), IDH1 (p.R132H, p.R132C / G / S), 
IDH2 (p.R140Q, p.R172K), FLT3-TKD (p.D835Y) опре
деляли методом аллельспецифичной полимеразной цеп
ной реакции в реальном времени (табл. 3) на приборе 
StepOnePlus RealTime PCR (Applied Biosystems, США).

Исследование мутаций генов FLT3-ITD, NPM1, CEBPA 
методом капиллярного электрофореза. Для амплификации 

Рис. 1. Этапность возникновения мутаций при остром миелоидном лейкозе (ОМЛ). ГСК – гемопоэтическая стволовая клетка; преЛСК – пре-
лейкемическая стволовая клетка
Fig. 1. Stages of mutation occurrence in acute myeloid leukemia (AML). HSC – hematopoietic stem cells; pre-LSC – pre-leukemic stem cells

 
  

  
 

ГСК / HSC ПреЛСК / Pre-LSC ОМЛ / AML

Прелейкемические мутации  /  
 Preleukemic mutations

IDH1 / 2, DNMT3A, TET2, ASXL1, TP53, SF3B1, 
SRSF2, U2AF1, RUNX1 и др.  /   IDH1 / 2, DNMT3A, 

TET2, ASXL1, TP53, SF3B1, SRSF2, U2AF1, 
RUNX1, etc.

Ранние лейкемические мутации  / 
 Early leukemic mutations

RUNX1::RUNX1T1, CBFB::MYH11, MLL-r, 
DEK::NUP214, NPM1, CEBPA, RUNX1 и др.  /  

RUNX1::RUNX1T1, CBFB::MYH11, MLL-r, 
DEK::NUP214, NPM1, CEBPA, RUNX1, etc.

Поздние лейкемические мутации  /  
Late leukemic mutations

FLT3-ITD, FLT3-TKD, NRAS / KRAS, PTPN11, 
c-KIT и др.  /  FLT3-ITD, FLT3-TKD, 
NRAS / KRAS, PTPN11, c-KIT, etc.
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Таблица 2. Распределение пациентов по количеству лейкоцитов в зависимости от группы риска и выявленных генетических и цитогенети-
ческих аномалий (n = 214), n (%)

Table 2. Distribution of patients according to the leukocytes number depending on the risk group and identified genetic and cytogenetic abnormalities (n = 214), n (%)

Показатель 
Parameter

лейкоциты <30 × 109 / л 
(n = 125 (58 %)) 

Leukocytes <30 × 109 / L  
(n = 125 (58 %)) 

лейкоциты >30 × 109 / л 
(n = 89 (42 %)) 

Leukocytes >30 × 109 / L  
(n = 89 (42 %)) 

Риск по классификации ELN 2017: 
2017 ELN risk groups:

благоприятный 
favorable
промежуточный 
intermediate
неблагоприятный 
unfavorable

54 (52)

37 (61)

34 (68) 

49 (48)

24 (39)

16 (32) 

Цитогенетические аберрации и данные молекулярного исследования 
cytogenetic aberrations and molecular evidence

Группа благоприятного риска: 
Favorable risk group:

t(8;21)(q22;q22), RUNX1::RUNX1T1
inv(16)(p13.1q22), CBFB::MYH11
мутация в гене NPM1 без FLT3-ITD или с FLT3-ITDlow 
NPM1mut without FLT3-ITD or with FLT3-ITDlow

биаллельная мутация CEBPA 
biallelic CEBPA mutation

22 (73)
6 (24)

23 (52)

3 (75) 

8 (26)
19 (76)
21 (48)

1 (25) 

Группа промежуточного риска: 
Intermediate risk group:

(9;11)(p21.3;q23.3); MLLT3::KMT2A
мутации в генах NPM1 и FLT3-ITDhigh 
NPM1 or FLT3-ITDhigh mutations
«дикий» тип NPM1 без мутации FLT3-ITD или с мутацией FLT3-ITDlow 
NPM1 wild type without FLT3-ITD or with FLT3-ITDlow

не классифицированные цитогенетические и / или молекулярные 
аномалии 
cytogenetic and / or molecular abnormalities not classified as favorable or unfavorable

1 (33)
2 (18)

0

34 (79) 

2 (66)
9 (82)

3 (100)

9 (21) 

Группа неблагоприятного риска: 
Unfavorable risk group:

комплексный или моносомный кариотип 
complex karyotype, monosomic karyotype
5 / del(5q), 7 / del(7q), 17 / abn(17p)
«дикий» тип NPM1 и мутация в гене FLT3-ITDhigh 
NPM1 wild type and FLT3-ITDhigh mutation
t(v;11q23.3), перестройка KMT2A 
t(v;11q23.3), KMT2A rearrangement
другое, в том числе сочетанные аномалии 
other, including combined abnormalities

13 (100)

15 (94)
0

4 (67)

2 (40) 

0

1 (6)
10 (100)

2 (33)

3 (60) 

таргетных последовательностей генов FLT3-ITD, NPM1, 
CEBPA использовали праймеры с флуоресцентной мет
кой FAM, последовательности которых были опубли
кованы ранее [37–39]. Капиллярный электрофорез 
высокого разрешения проводили на генетичес ком 
анализаторе «НАНОФОР05» (Институт аналитиче
ского приборостроения РАН, Россия). Флуоресценцию 
и распределение амплификатов по длине оценивали 
с помощью компьютерной программы GeneMapper v.4 
(Applied Biosystems, США). Аллельное отношение 
определяли как отношение площади мутантного пика 
к «дикому».

Исследование химерных транскриптов CBFB::MYH11, 
RUNX1::RUNX1T1.  Исследование транскриптов вы

полняли с помощью методов, опубликованных ранее, 
на приборе StepOnePlus RealTime PCR (Applied Bio
systems, США) [40].

Секвенирование нового поколения (next generation 
sequencing, NGS). У 92 из 205 пациентов было выпол
нено таргетное секвенирование DNMT3A (экзоны 7–23), 
FLT3 (экзоны 13–16, 20), IDH1 (экзон 4), IDH2 (экзон 4), 
NPM1 (экзоны 11–12), TET2 (3–11) по технологии 
HEATSEQ (Roche, США) с панелью Myelo set_HEAT 
(Roche, США) на приборе MiSeq (Illumina, США) [41].

Цитогенетическое исследование. Стандартное цито
генетическое исследование Gдифференциально окра
шенных хромосом клеток аспирата костного мозга 
проводили после краткосрочного культивирования 
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Current basic research in practical medicine

согласно стандартному протоколу. По возможности 
анализировали 20 метафаз. Хромосомы классифици
ровали в соответствии с критериями Международной 
цитогеномной номенклатуры [42, 43]. Исследование 
методом флуоресцентной гибридизации in situ выпол
няли с использованием коммерческих ДНКзондов 
для выявления t(8;21)(q22;q22) / RUNX1::RUNX1T1, 
inv(16)(p13.1q22) / CBFB::MYH11, inv(3)(q21;q26.2) /  
GATA2::MECOM, t(11q23;v) / KMT2A, 7 / del(7q), 5 / del(5q) 
в зависимости от результатов стандартного цитогене
тического и морфологического исследований. Гибри
дизацию проводили согласно инструкциям фирмпро
изводителей.

Статистическая обработка данных. Для оценки по
лученных данных использовали стандартные методы 
описательной статистики и частотного анализа. 
Для проверки гипотез о различиях распределений ка
тегориального признака (наличие лейкоцитоза) в груп
пах сравнения по мутационному статусу использовали 
анализ таблиц сопряженности. Для оценки значимости 
применяли двусторонний критерий Фишера, в каче
стве меры связи приведено отношение шансов (ОШ) 
с соответствующим 95 % доверительным интервалом 
(ДИ). Для анализа совместного влияния отдельных 

мутаций на лейкоцитоз применяли методы многофак
торной логистической регрессии c пошаговым от
бором.

Для проверки гипотез о наличии различий в рас
пределениях числовых показателей (уровень лейкоци
тов) в группах сравнения по мутационному статусу 
использовали непараметрический ранговый критерий 
Краскела–Уоллиса. Для проверки гипотезы о наличии 
взаимосвязи числовых показателей (аллельное отно
шение и количество лейкоцитов) применяли коэффи
циент корреляции Спирмена и Uкритерий Манна–
Уитни. Анализ проводили с помощью пакета SAS 9.4 
(SAS Institute Inc., США).

Результаты
Лейкоцитоз >30 × 109 / л был выявлен у 89 (42 %) 

из 214 пациентов (см. табл. 2). Частота встречаемости 
лейкоцитозов в группах риска по классификации ELN 
(2017) не была статистически значимой (p >0,05). 
В группах благоприятного, промежуточного, неблаго
приятного риска доля пациентов с количеством лейко
цитов >30 × 109 / л составила 48, 39 и 32 % соответ
ственно. Снижение доли лейкоцитозов в группе 
неблагоприятного риска наблюдалось за счет пациентов 

Таблица 3. Последовательности праймеров для определения точечных соматических мутаций DNMT3A, IDH1 / 2, FLT3-TKD методом полиме-
разной цепной реакции в реальном времени. В скобках указаны нуклеотиды LNA (замкнутая нуклеиновая кислота)

Table 3. Primer sequences for detection of point somatic mutations DNMT3A, IDH1 / 2, FLT3-TKD by real-time polymerase chain reaction. LNA (locked 
nucleic acids) nucleotides are noted in brackets

Мишень 
Target

Прямые праймеры (5’–3’) 
direct primers (5’–3’)

Обратные праймеры и проба (5’–3’) 
reverse primers and probe (5’–3’) 

DNMT3A p.R882 CGTCTCCAACATGAGCCG

FamCTCCATGACCGGCCCAGCAGTC
BHQ1

CAGCGGAGCGAAGAGGTG

DNMT3A p.R882H CGTCTCCAACATGAGCC(A) 

DNMT3A p.R882C CGTCTCCAACATGAGCT

DNMT3A p.R882S CGTCTCCAACATGAGCA

DNMT3A p.R882P CGTCTCCAACATGAGCC(C) 

DNMT3A p.R882L CGTCTCCAACATGAGCCT

W1IDH1 p.R132 GTAAAACCTATCATCATAGGT(C) 

FamCATGCTTATGGGGATCAAGTAAGT
CATGBHQ1

ACATGCAAAATCACATTATTGCCA

IDH1 p.R132C GTAAAACCTATCATCATAGGT(T) 

W2IDH1 p.R132 GTAAAACCTATCATCATAGGTC(G) 

IDH1 p.R132H GTAAAACCTATCATCATAGGTC(A) 

IDH2 p.R140 AAAGTCCCAATGGAACTATCA(G) FamATCTGCAAAAACATCCCAC
GCCTAGTCCBHQ1

TGGTGATGGGCTTGGTCCAIDH2 p.R140Q AAAGTCCCAATGGAACTATCA(A) 

IDH2 p.R172 AAGCCCATCACCATTGGCTG FamATGGCGACCAGGTAGGC
CAGGGTGGAGABHQ1

GTGCCCAGGTCAGTGGATCIDH2 p.R172K AAGCCCATCACCATTGGCTA

Flt3 p.D835 CATAGTTGGAATCACTCATGATAGC FamATATCTTCACCACTTTCCC
GTGGGTGARTQ1

TCCATCACCGGTACCTCCTAFlt3 p.D835Y CATAGTTGGAATCACTCATGATAGA
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с 5 / del(5q), 7 / del(7q), 17 / abn(17p), комплекс
ным и моносомным кариотипом, которые в 96,5 % 
(28 из 29) случаев имели количество лейкоцитов 
˂30 × 109 / л. Была показана статистическая разница 
в числе пациентов с лейкоцитозом и без него в группах 
с соответствующим цитогенетическим статусом (p <0,001). 
Количество лейкоцитов у пациентов (n = 9) с пере
стройками KMT2A (MLL) существенно варьировало 
от 1,7 до 97 × 109 / л (медиана 19,3 × 109 / л). Группа па
циентов с inv(16), в отличие от транслокации t(8;21), 
ассоциировалась с высоким количеством лейкоци
тов. Результаты подробно обсуждаются далее (см. груп
пы с химерными транскриптами CBFB::MYH11 
и RUNX1::RUNX1T1).

Ассоциация отдельных мутаций с лейкоцитозом. 
При оценке связи отдельных мутаций с лейкоцитозом 
>30  × 109 / л была обнаружена достоверная ассоциация 
лейкоцитоза с мутацией FLT3 (ОШ 4,58; p = 0,0001), 
но не с мутациями в генах NPM1 (ОШ 1,74; p = 0,0784) 
и CEBPA (ОШ 1,35; p = 0,6994) (рис. 2). Лейкоцитоз 
значимо чаще встречался среди пациентов с подтверж
денной мутацией FLT3, чем среди пациентов без нее 
(63,5 % против 29,5 %; p <0,0001). Можно также отме
тить, что при наличии мутации NPM1 доля пациентов 
с лейкоцитозом составила 45 %, при ее отсутствии – 35 % 
(p = 0,0825), а в случае мутации CEBPA – 46 и 40 % при 
ее наличии и отсутствии соответственно (p = 0,7518).

Мутации генов эпигенетических факторов IDH1 / 2, 
DNMT3A не были ассоциированы с высокими уров

нями лейкоцитов (ОШ 0,99; p = 0,9818 и ОШ 1,62;  
p = 0,2326 соответственно) (см. рис. 2). Лейкоцитоз 
встречался у 39 % пациентов в случае наличия мутации 
и у 37 % при ее отсутствии (p = 1,0000). При наличии 
мутации DNMT3A лейкоцитоз выявлялся чаще, чем 
при ее отсутствии, однако различия между группами 
не были статистически значимыми (53 % против 33 %; 
p = 0,2947).

Инверсия хромосомы 16 с образованием химерно
го транскрипта CBFB::MYH11 статистически значи
мо была ассоциирована с лейкоцитозом (ОШ 15,83; 
p = 0,0001), тогда как транслокация t(8;21)(q22;q22) 
с образованием транскрипта RUNX1::RUNX1T1 про
демонстрировала связь с количеством лейкоцитов 
<30 × 109 / л (ОШ 0,06; p = 0,0001) (см. рис. 2). Среди 
пациентов с химерным транскриптом CBFB::MYH11 
лейкоцитоз встречался в 80 % случаев, без него – 
в 23 % (p <0,0001); среди пациентов с химерным транс
криптом RUNX1::RUNX1T1, наоборот, – 23 и 80 % 
соответственно (p < 0,0001).

По результатам многофакторной логистической 
регрессии с пошаговым отбором в качестве наиболее 
значимых были отобраны следующие факторы: му
тация FLT3 и химерный транскрипт CBFB::MYH11 
(табл. 4). По результатам однофакторного частотного 
анализа мутация NPM1 слабо ассоциирована с лей
коцитозом (p = 0,0784) (см. рис. 2) и не была отобрана 
в модель, так как не достигла необходимого порогового 
уровня значимости. Таким образом, наши результаты 

Таблица 4. Результаты многофакторного частотного анализа с пошаговым отбором факторов. Показаны только мутации, статистически 
значимо ассоциированные с лейкоцитозом

Table 4. Results of multivariate frequency analysis with stepwise selection of factors. Only mutations statistically significantly associated with leukocytosis are shown

Фактор 
Factor

Отношение шансов 
Odds ratio

95 % доверительный интервал 
95 % confidence interval

р

FLT3 5,45 2,64–11,22 ˂0,0001

CBFB::MYH11 10,03 2,59–38,84 0,0009

Рис. 2. Результаты однофакторного частотного анализа, демонстрирующие ассоциацию отдельных мутаций с лейкоцитозом
Fig. 2. Results of univariate analysis that demonstrate the association of individual mutations and leukocytosis

Отношение шансов /  
Odds ratio

95 % доверительный интервал / 
95 % confidence interval р

IDH1 / 2                                             0,99 0,46–2,11 0,9818

DNMT3A                                             1,62 0,73–3,65 0,2326

CEBPA                                               1,35 0,40–4,60 0,6994

NPM1                                                     1,74 0,94–3,24 0,0784

FLT3                                                              4,58 2,31–9,11 0,0001

CBFB::MYH11                                               15,83 4,19–59,76 0,0001

RUNX1::RUNX1T1  0,06 0,02–0,23 0,0001

                                              0,1            1            10          100
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находятся в соответствии с данными других исследовате
лей [14–16] о частой ассоциации FLT3 и CBFB::MYH11 
с лейкоцитозом. Однако мы не обнаружили связи му
таций в генах CEBPA, IDH1 / 2, DNMT3A по отдельности 
с развитием лейкоцитоза.

Ассоциация аллельного отношения мутации FLT3-ITD 
с лейкоцитозом. Мы проанализировали взаимосвязь 
между количеством лейкоцитов и аллельным отно
шением FLT3-ITD у 44 пациентов. Статистически зна
чимой корреляции не обнаружено (коэффициент 
корреляции Спирмена 0,45; p = 0,0019). Диаграмма 
регрессионной зависимости представлена на рис. 3.

Ассоциация генетического профиля ОМл с лейко-
цитозом. Для оценки сочетанной ассоциации мутаций 
с пролиферативным потенциалом опухолевых клеток 
у пациентов без выявленных химерных транскриптов 
(n = 150) мы исследовали 4 группы с разным мутаци
онным профилем:

• группа 1 – пациенты без выявленных нижепере
численных мутаций;

• группа 2 – пациенты с мутациями генов эпигене
тических факторов IDH1 / 2, DMNT3A и TET2;

Рис. 4. Дизайн исследования. ОМЛ – острый миелоидный лейкоз
Fig. 4. Study design. AML – acute myeloid leukemia

Рис. 3. Диаграмма регрессионной зависимости аллельного отношения 
FLT3-ITD от количества лейкоцитов
Fig. 3. Regression diagram of the FLT3-ITD allelic ratio and leukocytes
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Пациенты с ОМЛ, получавшие терапию в НМИЦ гематологии в период с 2010 по 2022 г. (n = 296) /  
AML patients who received therapy at the National Medical Research Center for Hematology in the period from 2010 to 2022 (n = 296)

Нет информации о мутациях (n = 132) /  
No mutation information (n = 132)

Изучаемая когорта пациентов (n = 214) /  
Study cohort (n = 214)

Нет выявленных мутаций (n = 44) /  
No identified mutations (n = 44)

Только мутации генов FLT3, NPM1, CEBPA (n = 49) / 
FLT3, NPM1, CEBPA mutations only (n = 49)

t(8;21)
RUNX1::RUNX1T1

(n = 30)

Только мутации генов IDH1/2, DNMT3A, TET2 (n = 19) / 
IDH1/2, DNMT3A, TET2 mutations only (n = 19)

Сочетание мутаций из групп 2 и 3 (n = 38) / 
Combination of group 2 and 3 mutations (n = 38)

inv(16)
CBFB::MYH11

(n = 25)

Транслокации  
KMT2A (MLL) (n = 9) / KMT2A (MLL) 

translocation (n = 9)

ОМЛ без химерных транскриптов / AML without chimeric transcripts

ОМЛ с химерными транскриптами / AML with chimeric transcripts

Наличие  
результатов анализа мутационного 

статуса / Availability of mutation 
status results

Нет / No

Да / Yes

Да / Yes
Есть архивные  

образцы ДНК и РНК (n = 50) /  
There are archival DNA and RNA  

samples (n = 50)

• группа 3 – пациенты только с мутациями FLT3-ITD, 
FLT3-TKD, NPM1 и CEBPA;

• группа 4 – пациенты с мутациями обоих видов: 
генов эпигенетических факторов IDH1 / 2, DMNT3A 
и TET2 и мутациями FLT3-ITD, FLT3-TKD, NPM1 
и CEBPA (рис. 4).



110
О

Н
К

О
Г

Е
М

А
Т

О
Л

О
Г

И
Я

  
3

’2
0

2
3

   
Т

О
М

 1
8

  
 

  
O

N
C

O
H

E
M

A
T

O
L

O
G

Y
  3

’2
0

2
3

  
V

O
L.

 1
8

Фундаментальные исследования в практической медицине на современном этапе

Спектр выявленных мутаций в данной когорте па
циентов представлен на рис. 5.

Уровни лейкоцитов ниже всего были в группе па
циентов, имеющих только мутации генов IDH1 / 2, 
DNMT3А, TET2 (медиана 4,68 × 109 / л; 95 % ДИ 2,12–
18,06 × 109 / л), близкие значения отмечены в группе 
пациентов, в которой исследованные мутации не вы
явлены (медиана 6,19 × 109 / л; 95 % ДИ 4,60–8,99 × 109 / л). 
Наибольшие уровни лейкоцитов продемонстрировала 
группа пациентов с сочетанием мутаций генов эпигене
тических факторов и мутаций генов FLT3, NPM1 и CEBPA 
(медиана 49,21 × 109 / л; 95 % ДИ 25,00–83,00 × 109 / л)
(рис. 6, а).

Отдельно из данной когорты были выделены па
циенты (n = 84) с кариотипом промежуточного риска, 
т. е. с нормальным кариотипом и не классифициро

ванными цитогенетическими аномалиями. В этой 
группе получены аналогичные значения: наиболее 
низкие уровни лейкоцитов наблюдались у пациентов 
с мутациями IDH1 / 2, DNMT3А, TET2 (медиана 3,70 × 109 / л; 
95 % ДИ 0,96–10,64 × 109 / л), пациенты без выявленных 
мутаций имели несколько большие уровни лейкоцитов 
(медиана 6,30 × 109 / л; 95 % ДИ 10,59–40,83 × 109 / л), 
однако в группах 3 и 4 (см. рис. 4) количество лейко
цитов было значительно больше (медиана 23,78 × 109 / л; 
95 % ДИ 28,92–59,70 × 109 / л и медиана 47,00 × 109 / л; 
95 % ДИ 47,31–93,52 × 109 / л соответственно) (рис. 6, б).

Отдельного обсуждения требует группа пациентов 
без выявленных мутаций IDH1 / 2, DNMT3A, TET2, 
FLT3, NPM1, CEBPA, в которой наблюдался сущест
венный разброс уровней лейкоцитов. Эта группа объ
единяет пациентов с более редкими генетическими 
и цитогенетическими нарушениями, которые подлежат 
дальнейшему изучению в целях получения адекватных 
статистических данных.

Во всех случаях различия в количестве лейкоцитов 
между группами с разным генетическим профилем, 
посчитанные с помощью критерия Краскела–Уолли
са, были статистически значимыми (p <0,0001).

Обсуждение
Мы изучили связь лейкоцитоза у пациентов с ОМЛ 

с наиболее частыми генетическими и цитогенетиче
скими нарушениями. Лейкоцитоз ассоциировался 
с наличием у пациента инверсии хромосомы 16 и му
таций гена FLT3, а также в небольшой степени – с на
личием мутаций в гене NPM1. Эти результаты соответ
ствуют данным других исследователей [8, 32–34]. 

Рис. 5. Количество выявленных мутаций у пациентов без химерных 
транскриптов
Fig. 5. The number of identified mutations in patients without chimeric transcripts

Рис. 6. Диаграммы размаха, иллюстрирующие различия по уровню лейкоцитов между группами c разным профилем мутаций у пациентов групп 
промежуточного и неблагоприятного цитогенетического риска (а) и у пациентов группы промежуточного цитогенетического риска (б) (крите-
рий Краскела–Уоллиса p <0,0001)
Fig. 6. Differences in the leukocyte level between groups of patients with different mutation landscape in patients with intermediate and unfavorable risk 
cytogenetics (а) and in patients with intermediate risk cytogenetics only (б). Boxplots illustrating the distribution of leukocytes in each of patient groups (Kruskal–
Wallis test p <0.0001)
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Однако мы не обнаружили ассоциации мутаций в генах 
CEBPA и DNMT3A с развитием лейкоцитоза, в отличие 
от F. M. Tien и соавт. [33].

Транслокация t(8;21) / RUNX1::RUNX1T1 и небла
гоприятные цитогенетические нарушения, такие как 
5 / del(5q), 7/ del(7q), 17 / abn(17p), комплексный и мо
носомный кариотип, ассоциировались с низким ко
личеством лейкоцитов. Интересно, что хотя мутации 
FLT3-ITD ассоциировались с лейкоцитозом, мы не об
наружили значимой взаимосвязи между аллельным 
отношением FLT3-ITD и количеством лейкоцитов.

Во всех представленных работах, посвященных 
изучению лейкоцитоза и гиперлейкоцитоза, рассма
тривается влияние отдельных мутаций [8, 32–34]. В на
шей работе мы изучили также совокупный вклад му
таций в развитие лейкоцитоза в группе пациентов 
с промежуточным цитогенетическим риском. Самое 
высокое количество лейкоцитов выявлено у больных 
с одновременным выявлением мутаций генов эпиге
нетических факторов IDH1 / 2, DNMT3A, TET2 и мута
ций генов FLT3, NPM1, CEBPA. Наименьшее количе
ство лейкоцитов наблюдалось в группе пациентов 
только с мутациями IDH1 / 2, DNMT3A, TET2. Таким 
образом, лейкоцитоз в группе промежуточного цито
генетического риска тесно связан с накоплением му
тационных событий разного типа и их суммарным 
воздействием на опухолевый клон. Это доказывает, 
что в основе неблагоприятного прогностического вли
яния лейкоцитоза лежит в первую очередь генетиче
ский ландшафт опухолевого клона.

Известно, что повышенное количество лейкоцитов 
отрицательно влияет на общую и безрецидивную вы
живаемость как в общей когорте, так и в отдельных 
подгруппах ОМЛ промежуточного цитогенетическо
го риска: NPM1+ / FLT3-ITD+, NPM1+ / FLT3-ITD–, 
NPM1– / FLT3-ITD–, CEBPAdm [8, 33, 34, 36, 37]. С дру
гой стороны, целый ряд авторов опубликовали работы 
по ассоциации с неблагоприятным прогнозом одно
временного выявления мутаций DNMT3A и NPM1, 
а также мутаций DNMT3A, NPM1 и FLT3 [6, 44, 45].

Найденная нами ассоциация высокого количества 
лейкоцитов в периферической крови с наличием у па
циента одновременно эпигенетических мутаций IDH1 / 2, 

DNMT3A, TET2 и мутаций генов FLT3, NPM1, CEBPA 
также объясняет и объединяет вышеуказанные наблю
дения. Высокий лейкоцитоз определяет пациентов 
прежде всего с сочетанием мутаций DNMT3A и / или 
IDH1 / 2 и NPM1 и / или FLT3, на которые пришлось 
95 % наблюдений в группе 4.

Также неблагоприятные риски лейкоцитоза мож
но объяснить высокой прелейкемической нагрузкой, 
которую обеспечивают мутации IDH1 / 2, DNMT3A, 
TET2. Доказано, что данные мутации генов факторов 
метилирования в абсолютном большинстве случаев 
ОМЛ носят прелейкемический характер [46–48]. Пре
лейкемические мутации, возникающие на уровне ство
ловых клеток, приводят к формированию клонов, 
резистентных к полихимиотерапии, которые в даль
нейшем служат основой рецидивов, что отражается 
на долгосрочной выживаемости пациентов [46–48]. 
Учитывая, что лишь малая часть возможных прелей
кемических событий определяется при рутинной пер
вичной диагностике ОМЛ, а характер мутаций (пре
лейкемическая / лейкемическая) не всегда однозначен, 
высокие уровни лейкоцитов в дебюте ОМЛ у пациен
тов группы промежуточного цитогенетического риска 
могут служить косвенным маркером наличия у не толь
ко таких мутаций, как FLT3, NPM1, но и прелейкеми
ческих / эпигенетических мутаций.

Заключение
Мутации генов FLT3 (p <0,0001) и inv(16), CBFB::MYH11 

(p = 0,0009) в наибольшей степени ассоциированы 
с развитием лейкоцитоза >30 × 109 / л при ОМЛ, в то 
время как t(8;21) / RUNX1::RUNX1T1 и неблагоприятные 
цитогенетические нарушения, такие как 5 / del(5q), 
7 / del(7q), 17 / abn(17p), комплексный и моносом
ный кариотип, значимо связаны с низкими уровнями 
лейкоцитов на момент манифестации заболевания 
(p <0,0001). В группе промежуточного цитогенети
ческого риска лейкоцитоз ассоциирован с сочетанием 
мутаций генов эпигенетических факторов IDH1 / 2, 
DNMT3A, TET2 и мутациями FLT3, NPM1, CEBPA 
(p <0,0001). Данный результат можно объяснить сово
купным влиянием мутаций на пролиферативный по
тенциал опухолевых клеток.
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